DNA脱メチル化機構を担うTET2遺伝子変異の鉄芽球性貧血発症への関与について by 猪倉  恭子
DNA脱メチル化機構を担うTET2遺伝子変異の鉄芽球
性貧血発症への関与について




























1. 要旨                                                           2 
2. 研究背景                                                               5 
3. 研究目的                                                               9 
4. 研究方法                                                              10 
5. 研究結果                                                              19 
6. 考察                                                                  28 
7. 結論                                                                  33 
8. 文献                                                                  34 
9. 表                                                                   45 
10. 図                                                                   50 
11. 基礎論文                                                             70 













て 、 新 た に apurinic/apyrimidinic endonuclease 2(APEX2) 遺 伝 子 、 NADH 
dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1(NDUFV1)遺伝子、solute carrier family 
39 (metal ion transporter), member 8 (SLC39A8)遺伝子の変異が同定された。一方、
後天性鉄芽球性貧血症例においては、既知の splicing factor 3B subunit 1(SF3B1)の
変異が最も多く認められたが、新たに先天性鉄芽球性貧血の原因遺伝子である
5-aminolevulinate synthase 2(ALAS2) 遺伝子と後天性のがん遺伝子である
ten-eleven translocation 2(TET2)遺伝子の複合遺伝子変異を有する女性の症例が認
められた。 















Heme oxygenase-1 (Hmox-1)遺伝子、ヘム合成の最終段階を担う Ferrochelatase 
(Fech)遺伝子の発現が低下していた。さらに、Fech のプロモーター領域における CpG
配列でのメチル化解析を施行したところ、Tet2 ノックダウンマウスでは高度にメチル
化されていることが分かった。この結果から Tet2 の機能低下により Fech 遺伝子のプ
ロモーター部位のメチル化がおこり、Fech mRNA の発現が低下していることが考え
られた。また、Tet2 ノックダウンマウスの骨髄 Ter119 陽性細胞においてヘム濃度が


























 鉄芽球性貧血は先天性と後天性に大別され、 French-American-British 
Classification(FAB)分類では、診断基準は環状鉄芽球が骨髄総赤芽球の 15%を超える
こととされている 1-4。また、World Health Organization(WHO)2008 分類では、環
状鉄芽球は核周囲 1/3 以上にわたって 10 個以上の鉄顆粒が存在すると定義されてい
る。先天性鉄芽球性貧血の発症頻度は極めてまれだが、原因遺伝子としてヘム合成系
の初発酵素である ALAS2 の変異が報告され 5,6、本邦でも本遺伝子の変異が最も多く
報告されている 7。その他にも鉄・硫黄クラスター合成 8・輸送に関わる遺伝子 5,9、
ミトコンドリア DNA 遺伝子 10、ミトコンドリアトランスポーター遺伝子 11、ミトコ
ンドリア tRNA 関連遺伝子 12 などの変異が報告されているが、原因遺伝子が同定さ
れない先天性鉄芽球性貧血症例も多い 13。一方、後天性鉄芽球性貧血には抗結核薬な
どの薬剤性、鉛による中毒性、アルコール性などの二次性と、骨髄異形成症候群
(myelodysplastic syndrome : MDS)の一病型である、環状鉄芽球を伴う不応性貧血
(refractory anemia with ring sideroblasts : RARS)、多血球系異形性を伴う不応性血
球減少症(refractory cytopenia with multilinage dysplasia : RCMD)が含まれる 14。
近年、MDS with ring sideroblast(MDS-RS)においては RNA スプライシング経路に








SF3B1 変異が認められない、後天性鉄芽球性貧血の RCMD with ring 
sideroblast(RCMD-RS)の一症例で、先天性鉄芽球性貧血の原因遺伝子である ALAS2
の生殖細胞変異と後天性のがん遺伝子である TET2 の体細胞変異が認められた。  
TET2 は TET ファミリー(TET1、TET2、TET3)に属し、DNA の 5-メチルシトシン
(5-methylcytosine: 5mC)を5-ヒドロキシメチルシトシン(5-hydroxymethylcytosine : 
5hmC)に変換し、DNA の脱メチル化に作用する。また、その酵素活性は二価鉄とα
－ケトグルタル酸(α-ketoglutarate:α-KG)依存性に作用することが知られている
18-22。一方、DNA のメチル化については、DNA メチル化修飾酵素である DNA 
methyltransferase 1(DNMT1), DNMT3A, DNMT3B がシトシンをメチルシトシン
に変換することで、転写因子との結合を阻害することにより遺伝子発現を制御してい
るとされる 23-25。TET2 変異は、急性骨髄性白血病(acute myeloid leukemia : AML)26、
MDS、骨髄増殖性腫瘍(myeloproliferative neoplasms : MPN)、慢性骨髄単球性白血
病(chronic myelomonocytic leukemia：CMML)等の骨髄系腫瘍 27,28、また血管免疫
芽球性 T 細胞リンパ腫(angioimmunoblastic T cell lymphoma : AITL)等のリンパ系





ト変異による早期終始コドンを伴った C 末端側の欠損、または C 末端側の酵素活性
を担うドメインのミスセンス変異による機能欠損型変異である 32,33。これらの TET2









TET2 遺伝子はこれまでに Tet2 ノックアウトマウスやノックダウンマウスが作成
され、機能解析がなされている。これらのマウスでは、骨髄において造血幹細胞、前
駆細胞が増加し、自己複製能の亢進や分化異常が認められる 29,34-36。また、長期的な
観察では、髄外造血を起こし、MPN や MDS の病態を呈するケース 34,35、またリン
























































った。また、RCMD-RS 患者の大腸切片を pGEM TM-T Easy Vector (Promega, WI, 
USA)にサブクローニングし、シーケンス解析を行った。シーケンス解析は Takara 





細胞は 37 ℃、5 %CO2 濃度のインキュベーターで培養した。ヒト胎児腎細胞由来
細胞株 HEK293T は American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) から
購入し、10 %ウシ胎児血清 (Biowest, Miami, FL, USA)、1 %ペニシリンーストレプ
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トマイシン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を添加した Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM) (Sigma)で培養した。 
 
変異型 TET2 強制発現ベクターの作成 
HaloTag 付き TET2 発現ベクター (pFN21AB9898; Kazusa DNA Res. Inst. 
Kisarazu, Japan)を鋳型として Quik Change Lightning Site-Directed Mutagenesis 
Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)を使用し変異型 TET2 強制発現ベクターを作成
した。使用したプライマー配列は表 1 の通りである。コントロールベクター(pFN21A)、
野生型 TET2 発現ベクター(pFN21A-野生型 TET2)、変異型 TET2 発現ベクター
(pFN21A-変異型 TET2)を用いて、FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega, 
WI, USA)を使用し HEK293T 細胞に遺伝子導入した。24 時間後に細胞を回収し、ウ
ェスタンブロッティングと 5-hmc の測定を行った。 
 
5-hmc の測定 
 pFN21A、pFN21A-野生型 TET2、pFN21A-変異型 TET2 の各ベクターを用いて
遺伝子導入したHEK293T細胞を回収し、5-Hydroxymethylcytosine DNA ELISA kit 
(Enzo Life Sciences Inc., New York, USA)を用いて、添付のプロトコールに従い





 C57BL/6J 系統の遺伝的背景である野生型マウスを日本クレア株式会社 (CLEA 
Inc., Tokyo, Japan)より購入した。Tet2 ノックダウンマウスは gene trap 法により、
トラッピングベクターが Tet2 遺伝子の第 2 イントロンに挿入された Ayu17-449 マウ






 マウス尾の先端を 0.5cm 程切断し、血液を滴下させマウス末梢血を採取した。動物
用自動血球計数装置 (LC-152; Horiba, Ltd., Kyoto, Japan)にて、白血球数(white 
blood cell：WBC)、赤血球数(red blood cell：RBC)、ヘモグロビン濃度(hemoglobin：
Hb)、ヘマトクリット(hematocrit：Ht)、平均赤血球容積(mean corpuscular：MCV)、
平均赤血球ヘモグロビン量(mean corpuscular hemoglobin：MCH)、平均赤血球ヘモ






 頸静脈採血にてマウスの末梢血を採取した。4℃で 1 時間静置した後、1200×g、
10 分間、4℃で遠心し、上清を血清として分離した。オリエンタル酵母工業株式会社
(Oriental Yeast Co., Ltd. Tokyo, Japan)に依頼し、血清鉄、不飽和鉄結合能
(unsaturated iron binding capacity：UIBC)、総鉄結合能(total iron binding capacity : 
TIBC)を測定した。いずれも直接比色法にて測定された。また、同様に分離した血清





(Phosphate Buffered Saline：PBS)に 5 %ウシ胎児血清を添加して調製した溶液が入
ったシャーレにとり、23G の注射針を装着した 10ml シリンジ (Terumo, Tokyo, 
Japan)で骨髄を骨より洗い流し、細胞懸濁液にした。凝集細胞塊などを取り除くため、
70μm セルストレイナー (Becton Dickinson：BD, Franklin Lakes, NJ, USA)に通
し、骨髄細胞とした。 
 
マウス骨髄 Ter119 陽性細胞の分離 
マウスから骨髄細胞を 15ml tube に採取し、300×g、10 分間、4℃で遠心した。上
清を除去し、MACS Buffer (PBS、0.5％ウシ胎児血清、EDTA)で懸濁し、抗 Ter119
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マイクロビーズ (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)を添加して 15 分間、4℃で静置
した。その後、MACS Buffer 1ml で懸濁し、300×g、10 分間、4℃で遠心した。
上清を除去後、MACS Buffer 500μl で懸濁し、40μm セルストレイナー(BD)を通
して、MultiStand に設置した LS カラム(Miltenyi Biotec)へ添加した。カラムを
MACS Buffer 3ml で 3 回洗浄後、 LS カラムを外し MACS Buffer 5ml を加えてシ
リンジで 15ml tube に押し出し Ter119 陽性細胞を得た。 
 
プラスミド作成 
 リアルタイム PCR における対象遺伝子の転写量を定量的に測定するため、その標
準となるプラスミドを作成した。PCR 反応により目的遺伝子の DNA 断片を作成し
pGEM TM-T Easy Vector (Promega)にクローニングした。 
 
定量リアルタイム PCR 
 メッセンジャーRNA (messenger RNA：mRNA)を含む全 RNA は、NucleoSpin 
RNA XS (Takara)を用いて添付のプロトコールに従い抽出した。相補的 DNA 
(complementary DNA：cDNA)は ReverTra Ace qPCR RT Kit (Toyobo, Osaka, 
Japan)を用いて合成した。リアルタイム PCR は、Quantitect SYBR Green PCR 
master mix (QIAGEN, Valencia, CA, USA)を使用し、C1000 Thermal Cycler 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)上の CFX96 Real-Time system で測定
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した。それぞれの転写量は、プラスミドコピー数で標準化し 18S の mRNA 量で内部
補正した。使用したプライマー配列は表 1 の通りである。 
 
DNA メチル化解析 
 野生型、Tet2trap/+ 、Tet2trap/trap マウスの骨髄 Ter119 陽性細胞から NucleoSpin 
Tissue (Takara)を用いて、添付のプロトコールに従いDNAを抽出した。Methyl-CpG 
binding domain protein2 (MBD2) と 磁 気 ビ ー ズ を 利 用 し た EpiXplore 
Methylated DNA Enrichment Kit (Takara)を用いて、添付のプロトコールに従い、
DNA からさらにメチル化 DNA のみを濃縮させた。メチル化 DNA を用いて、定
量リアルタイム PCR を施行した。SYBR Premix Ex Taq GC (Takara)を使用し、
C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)上の CFX96 










(Sigma)を 40%DMSO (Sigma)で希釈し 0、0.2、2、10、20、50ng/μl の濃度で調製
した。段階希釈したヘミン調製液、各 5μl を 500μl の 2M シュウ酸 (Sigma)に懸濁
し、0、1、10、50、100、250ng/tube の濃度で調製し、検量線サンプルとした。同
様に測定用サンプルについても 500μl の 2M シュウ酸で懸濁して調製した。検量線
サンプルと測定用サンプルは 100℃で 30 分間熱処理を行い、ヘム鉄とプロトポルフ
ィリンⅨを分離した。その後、分光蛍光高度計RF-5300PC (Shimadzu Co., Ltd. Kyoto, 






 細胞は、1×107個/ml になるようドデシル硫酸ナトリウム (SDS)サンプルバッフア
ー(25mM Tris、pH 6.8、2% β-メルカプトエタノール、3% SDS、0.0005%ブロモフ
ェノールブルー、5%グリコゲン)で溶解し 100℃で 10 分間加熱処理した。1×105細
胞分のサンプルをポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し、蛋白質を Polyvinylidene 
fluoride (PDVF)膜 (Hybond-P、GE Healthcare)に転写し、一次抗体と室温で 1 時間、
または 4°C で 1 晩反応させた。その後、西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP: horse 
radish peroxidase)結合二次抗体と室温で反応させ、蛍光強度は、ECL-Prime (GE 
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Healthcare, Uppsala, Sweden)、CL−X Posure TMFilm (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) を用いて半定量的に測定した。 
 
Prussian blue 染色 
 サイトスピンにて作成し急速に乾燥させた標本を 5 分間ホルマリン固定し、1 時間
以上乾燥させた。その後 4%フェロシアン化カリウム溶液 (Sigma)と 1.2 mol/L 塩酸
(Sigma)を同量混合して鉄染色溶液を作成し標本に載せ、湿潤箱で 1 時間静置した。




 TET2 (ab94580) は Abcam か ら 、 HaloTag (G9281) は Promega か ら 、
Mitochondorial ferritin (M-60) 、 goat anti-rabbit IgG HRP (sc-2004) 、 goat 
anti-mouse IgG HRP (sc-2005)は、Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA)から、α-tubulin (CP06)は、Calbiochem (Ddarmstadt, Germany)からそれぞ
れ 購 入 し た 。 FITC (Fluorescein isothiocyanate)-labeled CD71 、 PE 
(Phycoerythrin)-labeled TER-119/Erythroid cells は BD Bioscience (BD Biosciences, 





 マウスから骨髄細胞を採取し、FITC 標識抗 CD71 抗体 、PE 標識抗 Ter119 抗体
で染色後、蛍光強度は BD CantoⅡ(BD)を用いて測定した。ソーティングは、FACS 













ス(サイレント)変異、in house 一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism：SNP）
に登録されているもの、dbSNP131 に登録されているものを除外し、ミトコンドリア
の機能及びヘム・鉄代謝への関連が示唆される遺伝子から候補遺伝子を抽出した。そ
の結果、解析した 7家系のうち 3家系で新たな候補遺伝子が同定された。家系 1 から
同定された遺伝子は APEX2 遺伝子 41で 1160 番目のグアニンがチミンに変換し 387
番目のセリンがイソロイシンになるミスセンス変異が認められた(図 1A)。家系 5 か
らは NDUFV1 遺伝子 42で、736 番目のチミンがシトシンに変換し 246 番目のアルギ
ニンがシステインになるミスセンス変異であった(図 2A)。家系 6 からは SLC39A8









後天性鉄芽球性貧血 RCMD-RS 症例で認められた ALAS2 と TET2 の複合変異 
 後天性鉄芽球性貧血患者についても、全エクソンシーケンス解析を施行したところ、
MDS-RS で認められる主要な変異遺伝子である、SF3B1 遺伝子に変異が認められな
い RCMD-RS 症例において、先天性鉄芽球性貧血の原因遺伝子である ALAS2 遺伝子
のヘテロ変異と TET2 遺伝子のヘテロ変異を有する症例が認められた。ALAS2 変異
は 503 番目のグアニンがアデニンに変換し 170 番目のアルギニンがヒスチジンにな
るミスセンス変異であり(図 4A)、TET2 変異は 4393 番目のシトシンがチミンに変換
し 1465 番目のアルギニンが終止コドンになるナンセンス変異であった(図 4B)。シー
ケンス解析の結果、ALAS2 変異は生殖細胞変異(図 4A)、TET2 変異は体細胞変異で
あった(図 4B)。 
 
RCMD-RS で認められた TET2 変異は機能低下型変異である。 
 ALAS2 のヘテロ変異のみでは通常鉄芽球性貧血は発症しないと考えられており 4、
TET2変異が赤血球系細胞における鉄代謝に何らかの影響を及ぼしている可能性が考
えられる。本症例で認められた TET2 変異は、C 末端側の酵素活性を担うドメイン中
の変異であり(図 6A)、AML で既に報告されているが 32、変異による機能変化につ
いての検討はなされていない。そこでまず、この TET2 変異による機能変化について
in vitro で検討した。pFN21A、pFN21A-野生型 TET2、pFN21A-変異型 TET2 の 3
つのベクターをそれぞれ HEK293T 細胞に感染させ、24 時間後に細胞を回収し、抗
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HaloTag 抗体、抗 TET2 抗体を使用し、ウエスタンブロッティングにてタンパクの発
現を確認した。結果は予想通り pFN21A-変異型 TET2 サンプルでは pFN21A-野生型
TET2 サンプルに比べ、早期ストップコドンの影響でサイズの小さいタンパクの発現
が認められた(図 6B、6C)。また、遺伝子導入後の HEK293T 細胞を用いて、5‐hmc
の発現を ELISA 法で測定した。その結果、pFN21A-変異型 TET2 サンプルでは
pFN21A-野生型 TET2 サンプルに比べ有意に 5‐hmc の発現が低下しており(図 6D)、
今回認められた TET2 変異は、TET2 の酵素活性を低下させる機能低下型変異である
ことが分かった。 
 
赤血球系細胞の分化過程における Tet2 遺伝子の発現変化 
 野生型マウスの骨髄細胞をフローサイトメトリーにて赤血球系細胞の表面マーカ
ーであるトランスフェリン受容体(Transferrin receptor：CD71)と Ter119 で展開し、
赤血球系細胞の分化段階をⅠからⅣの 4 つの分画に分け、各分画にてソーティングを
施行した (図  7A)。各分画について、Ⅰは CD71highTer119med(前赤芽球 )、Ⅱは
CD71highTer119high(好塩基性赤芽球)、Ⅲは CD71medTer119high(好塩基性から多染性赤
芽球)、Ⅳは CD71lowTer119high(正染性赤芽球)を示す 48。赤血球系細胞ⅠからⅣの各









 次に Tet2 遺伝子改変マウスを用いて、Tet2 の赤血球造血における機能を明らかに

















TET2 が赤血球の分化にも関与する 37という報告を支持するものと考えられた。 
 
Tet2 ノックダウンマウスの赤血球系細胞における Hmox-1、Fech、Abcb7、Sf3b1 の
発現 
 骨髄 Ter119 陽性細胞を用いた定量リアルタイム PCR にて、Tet2 ノックダウンマ
ウスでは赤血球系細胞においてもTet2が低下していることを確認した(図 9A)。次に、
ヘム合成や鉄代謝に関わる遺伝子の発現を確認したところ、Tet2 ノックダウンマウス




伝子であることから 51、Tet2 ノックダウンマウスでは Fech の発現低下によりヘム合
成が阻害され、Hmox-1 の発現が低下した可能性が考えられた。また、Fech の発現
との関連性が考慮される遺伝子の発現変化として、mitochondrial iron transporter 
1(Mfrn1)、ATP-binding cassette, sub-family B, member 10(Abcb10)の発現が
Tet2trap/trap マウスで上昇していた(図 9L、9M)。Fech は赤血球系細胞のヘム合成に
おいて、Mfrn1、Abcb10 とオリゴマー複合体を形成していることが報告されている




加えて、Tet2 ノックダウンマウスでは、ATP‐binding cassette, subfamily B, 




よって、Tet2 ノックダウンマウスにおける Abcb7 の発現低下も、Tet2 ノックダウン
マウスにおけるヘム合成障害に関与する一つの因子である可能性が考えられた。 
また、Tet2 ノックダウンマウスでは、赤血球系細胞内で鉄動態に関与する遺伝子で
ある Transferrin receptor 1(TfR1)、STEAP family member 3(Steap3)、divalent metal 
transporter 1(Dmt1)の発現は上昇していた(図 9I、9J、9K)。血清中の鉄は三価鉄の形
でトランスフェリン(Tf)に結合して運ばれ、TfR1 を介して細胞内に取り込まれる 58,59。
Steap3 は TfR1 を介しエンドサイトーシスにて取り込まれた三価鉄を二価鉄に還元
する 60,61。Dmt1 はエンドソーム内から細胞質への鉄の排出に関わる遺伝子で、ミト




ドリアへの輸送を担う solute carrier family 25, member 38(Slc25a38)11については
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 Ter119 陽性細胞を用いた定量リアルタイム PCR の結果より Tet2 ノックダウンマ
ウスで発現が低下していた Fech、Abcb7、Sf3b1 の 3 遺伝子についてプロモーター部
位の CpG 配列におけるメチル化について検討した。マウス骨髄 Ter119 陽性細胞の
DNA からさらにメチル化された DNA のみを濃縮させ、各遺伝子のプロモーター部
位の CpG 配列で作製したプライマーを用いて定量 PCR を施行した。Tet2 ノックダ
ウンマウスでは野生型マウスに比べ、いずれの遺伝子の CpG 配列もよりメチル化さ
れている傾向を認めた(図 10A、10B、10C)。この結果より、Tet2 ノックダウンマウ





 Tet2trap/trapマウスの骨髄 Ter119 陽性細胞では、野生型マウスと比較してヘム濃度が
低下していた(図 11)。これは Tet2 ノックダウンマウスの末梢血でヘモグロビン値が
低下していた(表 3)ことや、骨髄 Ter119 陽性細胞を用いた定量リアルタイム PCR で
26 
 













 野生型、Tet2trap/+、Tet2trap/trapマウスの骨髄細胞にて標本を作製し Prussian blue
染色にて鉄芽球細胞をカウントした。鉄芽球は International Working Group on 
Morphology of myelodysplastic syndrome(IWGM-MDS)70にて提唱されている定義
に基づいて分類した。type1 は細胞内に鉄顆粒を 5 個未満認める、type2 は鉄顆粒が































MDS-RS では SF3B1 等のスプライシングに関与する遺伝子変異が高頻度で認めら
れるが 15-17、現在のところ具体的な発症のメカニズムについては明らかになっていな
い。TET2 変異は造血器腫瘍、特に骨髄系腫瘍で多く認められることが報告されてお




ない症例と比べ差がないとされる 32,33。今回の解析では Tet2 ノックダウンマウスの
血液学的データの検討も行ったが、Tet2 ノックダウンマウスでは白血球数の増加を認
























認め、Tet2 ノックアウトマウス由来の LSK 細胞ではコロニーアッセイで自己複製能
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の亢進を認めることが報告されている 34。また、in vitro において Tet2 ノックアウト





陽性細胞で TET2 の発現を低下させると、CFU‐G/GM のコロニー数が増加する一






子は Hmox-1(図 9C)、Fech(図 9E)、Abcb7(図 9G)、Sf3b1(図 9H)、発現が上昇し
ていた遺伝子は TfR1(図 9I)、Steap3(図 9J)、Dmt1(図 9K)、Mfrn1(図 9L)、Abcb10(図 
9M)であった。FECH はヘム合成の最終段階を担う遺伝子であり、ヘム合成に直接影
響を与えるため、Tet2 ノックダウンマウスでの Fech の発現低下はヘム合成障害の一
因となりうる。実際に Tet2 ノックダウンマウスでの赤血球系細胞ではヘム量が低下
しており(図 11)、このヘム量の低下が Hmox-1 の発現低下を誘導しているものと考
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解析で SF3B1 の発現低下が ABCB7 の発現低下を招くという報告もあり、SF3B1 の
作用低下によるスプライシング異常がABCB7の発現低下に関係しているのではない
かと考えられている 53。今回の定量リアルタイム PCR の結果でもこの 2 つの遺伝子
はともに低下しており、相互に関係している可能性が示唆された。さらに、Abcb7 と
Fech が赤血球系細胞でのヘム合成において、パラレルに発現が変動するとの報告も














この一連の遺伝子の発現変化について、本研究では TET2 の DNA の脱メチル化作
用に着目した。Tet2 ノックダウンマウスで発現が低下していた Fech 、Abcb7、 Sf3b1
の 3 遺伝子についてプロモーター領域のメチル化の解析を行ったところ、3 遺伝子と
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表 1. 本研究で用いたプライマー 
Primers Direction Sequence (5'→3')              Assay 
Tet2 Forward TCTCAGGAGTCACTGCATGTTT           RT-qPCR 
  Reverse TTAGCTCCGACTTCTCGATTG 
Hmox-1 Forward AAGAGGCTAAGACCGCTTC 
  Reverse GCATAAATTCCCACTGCCAC 
β-Globin  Forward TTTAACGATGGCCTGAATCACTT 
 Reverse CAGCACAATCACGATCATATTGC 
 Alas2 Forward CCATCTTAAGGCAACCAAGGC 
 Reverse ACAGCATGAAAGGACAATGGC 
     Gata1 Forward GGCCCAAGAAGCGAATGATT 
 Reverse GGTTCACCTGATGGAGCTTGA 
     Fech Forward TGGAGCACAATCGACAGGTG 
  Reverse AACAGACATCGGCAGGGAGT 
 Mfrn1 Forward CATGACAGCGGGAGCGAT 
 Reverse GGCTTTGGGATCTGGATTCA 
 Abcb7 Forward TTACAAGATGTGAGCCTGGAAA 
 Reverse TTTGCGACTGCATATACTTCCTC 
 Sf3b1 Forward CAACACAGAATGGCTTTGGATA 
 Reverse TCCTGTACTGCTCAGCTTCATC 
 Slc25a38 Forward GTGGTTCGCACAGAAAGTCTC 










 Reverse ACGGTGACATACTTCAGCAAGA 
 Steap3 Forward GCCAGTCTAACGCTGAGTACCT 
 Reverse GCTTCTGGCTGATCACTGC 
 Abcb10 Forward GAGATGACGGAAGTGGAGAAGT 
 Reverse TTTGTACAGGACAGACAGCACA  
18S Forward CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT 
 Reverse CGAACCTCCGACTTTCGTTCT 
Fech Forward AGAAGGTGGAAGCTGCAACT         methylation qPCR   
 Reverse GTTCCAGTTTCGACCAGGTTG 
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た。また、末梢血の血清を用いて鉄関連マーカーを測定した。†,P<0.05 WT vs 













染色を施行し、赤芽球系細胞 500 個中の鉄芽球の割合をカウントした。†,P<0.05 WT 
vs Tet2trap/+ 、‡,P<0.05 WT vs Tet2trap/trap 、*,P<0.05 Tet2trap/+ vs Tet2trap/trap。 
Tet2 ノックダウンマウスにて明らかな環状鉄芽球の増加は認められなかったが、












図 1. 先天性鉄芽球性貧血症例で認められた APEX2 遺伝子変異の検討 
表 2 で示した家系一覧のうち、全エクソンシーケンス解析の結果、家系 1 からは
APEX2 遺伝子を先天性鉄芽球性貧血の新規原因遺伝子の候補とした。 




図 2. 先天性鉄芽球性貧血症例で認められた NDUFV1 遺伝子変異の検討 
表 2 で示した家系一覧のうち、全エクソンシーケンス解析の結果、家系 5 からは
NDUFV1 遺伝子を先天性鉄芽球性貧血の新規原因遺伝子の候補とした。 




図 3. 先天性鉄芽球性貧血症例で認められた SLC39A8 遺伝子変異の検討 
表 2 で示した家系一覧のうち、全エクソンシーケンス解析の結果、家系 6 からは
SLC39A8 遺伝子を先天性鉄芽球性貧血の新規原因遺伝子の候補とした。 






図 4. RCMD-RS 症例で認められた ALAS2 変異、TET2 変異の検討 
(A) RCMD-RS 患者の末梢血、健常人の末梢血を用いて施行した TET2 遺伝子のダイ
レクトシーケンス解析の結果を示した。 





図 5. DNA のメチル化、脱メチル化機構 
DNA のメチル化、脱メチル化機構に関する内容を模式的に示した。DNA のメチル
化では、DNMT1, DNMT3A, DNMT3B により、ゲノム上の CpG 配列のうち、シト
シン(C)の 5 位の炭素にメチル基が付加され 5 メチルシトシン(5mC)に変換される。
続いて、脱メチル化では TET 遺伝子群により DNA の 5mC のメチル基がヒドロキシ
ル化され 5-ヒドロキシメチルシトシン(5hmC)が合成される。 
 
図 6. TET2 変異は機能低下型変異である。 
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(A) RCMD-RS 症例で認められた TET2 変異箇所について模式的に示した。  
(B) pFN21A、pFN21A-野生型 TET2、pFN21A-変異型 TET2 から遺伝子導入した
HEK293T 細胞サンプルで、抗 HaloTag 抗体でウェスタンブロッティングを施行し
た。ウェスタンブロッティングの内部補正にはα-tubulin を用いた。 
(C) (B)と同様のサンプルを使用し、抗 TET2 抗体でウェスタンブロッティングを施行
した。ウェスタンブロッティングの内部補正にはα-tubulin を用いた。 
(D) 変異 TET2 の酵素活性を評価するため、5-hmc を測定した。 
2 回の独立した実験を行い、平均と標準偏差をデータとして示した。  
 
図 7. マウス骨髄における赤血球系細胞分化に伴う Tet2 の発現様式の変化 
(A) 16 週齢の野生型マウスから骨髄を採取し抗 CD71 抗体および抗 Ter119 抗体で染
色し、フローサイトメトリーで展開後、赤血球系細胞の分画をⅠ～Ⅳに区分し、それ
ぞれの分画からソーティングを施行した。 
(B) Tet2、β-globin、Hmox-1 の定量リアルタイム PCR。mRNA の内部補正には 18S
を用いた (n=3、mean±SD)。*,P<0.05。 
 
図 8. Tet2 ノックダウンマウスの骨髄ではⅢ、Ⅳ期の後期赤芽球系細胞が低下する傾
向が認められる。 
(A) 16 週齢の野生型マウス、Tet2trap/+マウス、Tet2trap/trap マウスから骨髄を採取し、
53 
 
抗 CD71 抗体および抗 Ter119 抗体で染色し、フローサイトメトリーで展開した。そ




図 9. Tet2 ノックダウンマウスの骨髄 Ter119 陽性細胞では Hmox-1、Fech、Abcb7、
Sf3b1 遺伝子の発現が低下する。 
野生型マウス、Tet2trap/+マウス、Tet2trap/trap マウスの骨髄 Ter119 陽性細胞におけ
るヘム合成や鉄代謝に関与する遺伝子の定量リアルタイム PCR。mRNA の内部補正
には 18S を用いた(n=7、mean±SD)。*,P<0.05。 
 
図 10. Tet2 ノックダウンマウスの骨髄 Ter119 陽性細胞では Fech、Abcb7、Sf3b1
遺伝子 DNA の CpG 領域はよりメチル化されている。 
野生型マウス、Tet2trap/+マウス、Tet2trap/trap マウスの骨髄 Ter119 陽性細胞のメチ
ル化 DNA を用いて施行した定量 PCR。図 9 で発現が低下していた Fech、Abcb7、
Sf3b1 遺伝子のプロモーター領域内の CpG 配列でプライマーを設計した。内部補正










図 12. Tet2 ノックダウンマウスの骨髄 Ter119 陽性細胞ではミトコンドリアフェリチ
ンの発現が増加する。 
野生型マウス、Tet2trap/+マウス、Tet2trap/trapマウスについて、それぞれ Ter119 陽
性細胞で 3 個体ずつサンプルを作製し、代表的な 1 個体を示す。ウェスタンブロッテ
ィングの内部補正にはα-tubulin を用いた。 
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